Cryptogantie, Mycol. 1998, 19 (3): 227-234 227 


EFFET DE L'ADAPTATION PROGRESSIVE À LA LUZERNE 
D'UN ISOLAT DE VERTICILLIUM DAHLIAE 
(D'ORIGINE TOMATE) SUR LA SYNTHÈSE IN VITRO 
DE SES ENZYMES PECTOCELLULOLYTIQUES 


A. EL AISSAMI. F. BRHADA et H. LAHLOU 


Département de Biologie. 
Faculté des Sciences de Rabat. 
B.P. 1014., Rabat. 
Maroc, 


RÉSUMÉ — À la suite de passages successifs d'un isolat de Verzicillitam duhliae d'origine tomate chez 
des luzernes résistantes, certains mécanismes d'action du parasite sont affectés, tels que : la synthése 
des protéines et des enzymes pectocellulolytiques. Le taux de protéines a diminué et l'activité cellulase 
est progressivement réduite, sous la pression de l'hôte luzerne, pour disparaître chez l'isolat adapté à 
ce dernier. Cette perte est compensée par l'acquisition progressive d'activités pectinases. 


MOTS CLÉS : Perticillium dahliae, luzerne, tomate, protéines, enzymes pectocellulolytiques. 


ABSTRACT — After several passages of a Verricillium dahliae isolate from tomato into a resistant 
lucerne, the parasitic mecanism of action reveals the new host induced a pressure into the pathogen. 
Such affected the synthesis of protein and pectocellulolytic enzymes activities. The protein content 
decreased and the cellulase activity was progressively reduced until it disa ppeared totally. The loss of 
cellulase activity was compensated by a gradual gain on pectinasc activity. 
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INTRODUCTION 


Le champignon Verticillium albo-atrum cause de sévères symptômes et éventuel- 
lement la mort des plants de luzerne (Page es al, 1992). Des études menées dans notre 
laboratoire ont montré qu'après plusieurs passages sur la luzerne, un isolat de Verticillium 
dahliae d'origine tomate, acquiert progressivement l'aptitude à coloniser tous les organes 
de la nouvelle plante hóte et d'induire méme des symptómes caractéristiques de la 
verticilliose (El Aissami, 1990). Cette modification du pouvoir pathogène s'accompagne 
de changements morphologiques. 


Source : MNHN. Paris 


228 À. EL AISSAMI et at. 


Les mécanismes physiologiques régissant les interactions entre les parasites et 
leurs hôtes sont assez connus. Ainsi, chez l’agent pathogène, ce sont les enzymes et les 
toxines qui déterminent une grande part de l'agressivité. La différence du niveau d'agres- 
sivité de diverses races d'un parasite, est due en général à la différence de leurs aptitudes à 
produire ces métabolites (Sebti, 1982). 

L'infection par Verticillium albo-atrum augmente l'activité enzymatique chez la 
luzerne (Pennypacker er at., 1994). Whitney et af. (1972) ont suggéré que la carboxymé- 
thylcellulase est produite par ce champignon et d'autant plus que l'infection de la tuzerne 
est forte. Des cellulases et des pectinases, produites à la suite de l'infection par Ferticillium 
dans les vaisseaux des plantes, peuvent être élaborées également in vitro (Durrand & 
Cooper, 1988). Ces enzymes extra cellulaires sont faciles à détecter en culture fongique 
pure {Arima ef al., 1972 ; Kratka, 1980). 

I] ressort de tout ce qui précède que Verticillium dahliae offre un materiel 
intéressant pour faire une approche biochimique dans le but de voir si la pression de l'hôte 
luzerne, touche certaines facultés des différents isolats plus ou moins adaptés à cette 
plante, notamment la synthèse de protéines et l'activité de certaines enzymes pectocellu- 
lolytiques. Néanmoins, en raison du fait que la reconnaissance de l'existence de ces deux 
Verticillium ne fut admise que récemment, les données antérieures relatives aux V dahliae 
et V. albo-atrum doivent être analysées avec précaution. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Le parasite 


Les expériences sont faites avec divers isolats de Verticillium : 


* P, : Isolat marocain de Verticillium dahliae (d'origine tomate) trés pathogène sur la 
tomate, non pathogene sur la luzerne. 


* Li Ly Ly La, Li, La Ly Lgs Lo : Isolats issus de P,.S à la suite d'inoculations et de 
réisolements successifs sur luzerne. l'indice accompagnant la lettre L indique le nombre de 
passages sur cette plante. 


* E, : Isolat de Verticillium albo-atrum d'origine luzerne fourni aimablement par le 
laboratoire de pathologie végétale de l'I.N.A de Paris Grignon ; il provoque des symptó- 
mes sévères sur luzerne (E] Aissami, [990). 


Préparation des filtrats de culture 


Les isolats fongiques sont cultivés dans des erlenmeyers (250 ml) contenant 100 
ml d'un milieu dont la composition par litre est la suivante : 0,01 g de FeSO,, 7H,O ; 0,5 
g de MgSO,, 7H,0 ; 0.05 g de KCI ; 2 g de NaNO, : 3 g de KH,PO, ; 40 ug de ZnSO,, 
5H;O : 8 ug de MnSO,, 4H,0 :4 ug de NaB,O,, 10H,0 :2 yg de (NH4)Mo;, 10H,0 ; 
2 ug de (NH4J,Mo;O,, et 375 ug de vitamine B1. Le glucose (1,5 % P/V) ou bien la pectine 
(1 % P/V) sont utilisés comme seule source de carbone. 
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Les cultures sont incubées à 25° C et à l'obscurité sur un agitateur rotatif à 100 
tours/minute. Le pH est ajusté à 5.9 par addition de NaOH. Le milieu est autoclavé à 
120° C pendant 20 minutes. Chaque erlenmeyer est ensemencé par 50 000 spores obtenues 
sur des précultures fraiches de l'isolat à étudier. Les filtrats de culture sont recueillis 15 
jours apres inoculation, délai nécessaire pour obtenir une concentration protéique maxi- 
male. 

Le mycélium et les spores sont éliminés par centrifugation à 8 000 g pendant 10 
minutes (Langen e! al., 1992), la filtration finale est faite sur filtre millipore 0,22 jum, ce qui 
élimine toute trace de mycelium. 


Poids sec du mycélium 


Le mycélium obtenu aprés centrifugation et filtration est séché à 80? C pendant 
48 heures, pour déterminer le poids sec. 


Dosage des Protéines 


T fait appel à une précipitation acétonique (Chaib, 1987), le précipité obtenu sert 
pour détecter les protéines synthétisées par les divers isolats et diffusées dans le milieu de 
culture. La quantité de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1984). 


Activité enzymatique 
Milieux de mise en évidence 


Ce test quantitatif est basé sur [a diffusion radiale des enzymes dans un substrat 
gélosé de 5 mm d'épaisseur. 50 ul de filtrat à tester sont déposés dans des puits, de 4 mm de 
diamétre, faits à l'emporte piéces dans des boites de Petri contenant un substrat gélosé, 
approprié à l'activité enzymatique recherchée. Les filtrats de culture autoclavés ont servi de 
témoin (Saksirirate & Hoppe, 1991). Les valeurs obtenues sont la moyenne de vingt 
répititions. 

* Pectine methyle estérase — Pectine (pectin apple): 0.5%; Agar noble : 
1.5 % ; Tampon citrate phosphate pH = 6,5 

* Pectine trans éliminase — Acide polygalacturonique : 0,5 % ; Agar noble : 
1,5 75 ; CaCl, Tris 0,1 M pH = 8,6 

* Carboxyméthylcellulose — Carboxyméthylcellulose : 0,5% ; Agar noble : 
1,5 % ; Tampon Tris 0,1 M pH = 5 


Révélation 


* Pectine méthyle estérase : les boîtes sont submergées d'acide malique 0,1 M et 
laissées sous agitation pendant 1 heure à température ambiante. L'acide malique est 
remplacé par une solution aqueuse de rouge de ruthénium 0,02 %. Aprés une nuit de 
coloration, un halo rose entoure les puits indiquant l'activité de l'enzyme recherchée. 


* Pectine trans éliminase : la technique précédente donme des zones transluci- 
des sur un fond blanc. le contraste n'est pas toujours net pour faire les mesures. L'activité 
enzymatique est estimée alors par la densité optique. Le mélange de la réaction contient 
1,5 ml de filtrat de culture, 2,5 ml de pectine (1 ?& P/V) 0,1 M de Tris HCI à pH = 9 et 1 ml 
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de CaCl, 0,105 M. L'incubation est faite à 30° C pendant 75 min, 0,67 ml de HCl 0,1 Net 
1,33 ml d'acide thiobarbithurique 0,04 M, sont ajoutés au mélange. Le tout est chauffé à 
100° C et soumis à une centrifugation à 10 000 g pendant 12 min. L'activité pectine trans 
éliminase est donnée directement par la densité optique à 550 nm. Une unité d'activité 
enzymatique correspond à la quantité d'enzyme capable de transformer | umole de 
substrat / min (Jerebzoff-Quintin & Jerebzotf, 1980). 


* Carboxyméthylcellulase : les boîtes sont inondées par une solution de rouge 
Congo à 1 % pendant 25 min sous agitation. Cette solution est remplacée par du NaCl |M 
pendant 15 min sous agitation. Ces bains successifs sont réalisés trois fois, avant le dernier 
bain de NaCl IM qui dure une nuit, L'activité enzymatique est représentée par un halo 
clair sur un fond rouge 


RÉSULTATS ET INTERPRÉTATION 
Dosage des protéines des isolats de Verticillium albo-atrum 


Filtrats de culture 


La quantité de protéines contenues dans le filtrat brut de P4.S est nettement 
supérieure à celle des protéines contenues dans les filtrats des autres isolats. 

La figure | montre que, quelle que soit la source de cat bone, ie taux de protéines 
diminue en fonction du nombre de passages de P,.S sur la luzerne, les valeurs enregistrées 
pour L, et E; sont semblables. En effet P,.S renferme la méme quantité de protéines la 
plus importante, 3 mg/ml, et celle-ci diminue pour atteindre 0.54 mg/ml chez la lignée L, 
(fig. 1) 

Les quantités de protéines détectées dans le milieu, en présence de pectine, sont 
inférieures à celles enregistrées en présence du glucose. 


Précipité acétonique 


Les dosages montrent que les valeurs (chaque valeur représente la moyenne de 
quatre précipitations) enregistrées par P4.S et L}, plus ou moins semblables, diminuent en 
fonction du nombre de passages de P,.S (d'origine tomate) sur {a luzerne. Les précipités 
acétoniques de L, et E;, renferment la méme quantité de protéines à 0,2 mg/m] près. que 
ce soit sur glucose ou sur pectine. Notons, toutefois que sur glucose, la quantité des 
protéines détectées y est supérieure. 

Le bilan de ce dosage montre que la synthése des protéines diminue en fonction 
du nombre de passages de Ja souche tomate sur luzerne d'une part et en fonction de la 
nature de la source de carbone d'autre part. 


La croissance mycétienne 
Les isolats issus des différents passages sur luzerne, ont une croissance mycé- 


lienne de plus en plus importante. La nature de la source de carbone n'a pas d'effet sur le 
sens de la variation de la croissance mycélienme ; elle agit au niveau de son intensité, 
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En effet, sur milieu minimum plus pectine, les isolats se développent moins bien 
que lorsqu'ils utilisent le glucose. Le poids sec de P,.S sur pectine est de 80 mg/100 ml ; sur 
glucose, il est de 100 mg/100 ml. Le poids mycélien des isolats Verticillium augmente en 
fonction du nombre de passages des isolats de P,.S sur la luzerne, pour atteindre respec- 
tivement 120 et 172 mg/100 ml du milieu sur pectine et sur glucose (fig. 2), 

Cette estimation du poids sec du mycélium correspond à la moyenne de dix 
répétitions. 


Activités enzymatiques 


* Pectine méthyle estérase (tableau 1) : les tests des lignées P4.S. E,, La. L et La 
sont négatifs que ce soit sur pectine ou bien sur glucose, aucune activité enzymatique n'a 
donc été détectée, La lignée L, présente un diamètre d'activité Pectinase relativement 
faible, aprés avoir été cultivée sur les deux milieux. Mais sur pectine, le diamètre est plus 
important. On note une augmentation progressive de ce diamètre chez les isolats Le. L- et 
L, : elle devient maximale chez Ly. dépassant légèrement celui de E». mais la comparaison 
statistique reste non significative. L'activite pectine méthyle estérase non détectée pour 
PS, d'origine tomate (du moins in vitro) est devenue très évidente chez L, (isolat adapté 
à la luzerne) rappelant méme celle de E; (isolat d'origine luzerne). 

* Pectine trans éliminase : cette activité, dosée par la densité optique (moyenne 
de dix lectures), n'est pas détectée pour P,,S et L, sur le milieu minimum plus glucose : elle 
est trés faible sur pectine (fig.3). Cette activité enzymatique augmente également en 
fonction du nombre de passages de P,.S sur luzerne. pour devenir maximale chez L, et E... 

* Sur pectine, les valeurs sont plus élevées que sur glucose (fig. 3). Néanmoins on 
note une augmentation trés marquée chez L,, il a suffi d'un seul passage de L, sur luzerne 
pour que l'activité pectinase double en présence de pectine. 

* Sur glucose. l'augmentation de l'activité enzymatique se fait progressivement 
en fonction du nombre de passages P.S sur l'hôte luzerne. 


Isolats de Verticilliunt albo-atrum Pectine Glucose 
im 2 B 9 T 
L, 0 0 
p see o XS — 
L 0 | 0 J 
L, 0 0 
» L. 25010102 | 16020102 
Ls 3.00 + 0.20 a | 1.80x 0.10 a E 
i V 1000+420b | 7.00 +0.20 b 
pow ls » 2 17.00 £0.30c 10.00 4 0.20 b 
L, 27.00 + 0.40 d 19.00 + 0.20 c 
Wes 25.00 + 0.40 d 190040.30c —- 
Tableau | — Activité pectine méthyle estérase estimée par le diamètre du halo (en mm). pour 
|I isolats. 


Table I — Pectine methyl esterase activity estimated by the diameter of the clear zone (in mm) of 
Il isolates. 
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* Carboxyméthylcellulase : Cette activité a été recherchée dans les filtrats de 
culture utilisés pour la recherche des pectinases. 

Le tableau 2 montre qu'aucune trace de cellulase n'a été révélée dans le milieu 
minimum plus pectine. Sur glucose. le diamètre de l'activité enzymatique de P..S est de 
9,25 + 0,47 mm : il diminue progressivement chez les isolats de plus en plus “ adaptés " à 
la luzerne. En effet. chez L, le diamètre est de 6 mm, au delà duquel l'activité cellulolytique 
n'a pas été révélée. Apres neuf passages sur luzerne, P,.S ne présente aucune activité 
cellulase sur glucose. L'activité cellulase est donc observée sur glucose et non sur pectine, 
elle est donc induite par la première source de carbone et non par la deuxième. 


DISCUSSION ET CONCLUSION 


Cette étude montre que les passages successifs d'un isolat de Verticillium dahliae, 
d'origine tomate, sur luzerne, provoquent en plus des modifications du pouvoir pathogéne 
(El Aissami, 1990). des changements touchant la synthèse des protéines ct les activités 
enzymatiques. En effet. la quantité de protéines excrétées dans le milieu (ex : enzymes) (in 
vitro) par les différents isolats, diminue progressivement avec l'augmentation du nombre 
de passages de P,.S sur luzerne : elle devient alors trés proche de celle sécrétée par l'isolat 
de lerticillium d'origine luzerne. 


"T 


Isolats de Verticillium albo-atrum Pectine Glucose 
P3.S ' 0 9.25x0.47a 

|. LI | 0 8.754047 a 
L2 0 | 800t0402 —— | 
L3 0 7.510252 
L4 0 1.50+0.50a | 
L5 0 __ 725+047a 

s L6 Hi . 625+047a 

* L7 -| 9 | 60040623. | | 
L8 0 | 0 | 
L9 0 0 i 

| E27 | 0 ] 0 d 


Tableau 2 — Activité carboxyméthylcellulase (CMC), estimée par le diamètre de [a zone claire 
(en mm) de 11 isolats. 
Table 2 — CMC activity estimated by the diameters of the clear zone (in mm) of Il isolates. 


Gupta (1974). a rapporté qu'il y avait méme des différences dans la nature de ces 
composés, en fonction de l'interaction plante hóte-agent pathogène. Les isolats les plus 
riches en protéines sont les plus pathogènes sur tomate et les moins pathogènes sur luzerne. 
On peut donc penser que plus la quantité de protéines augmente, plus la virulence vis-à-vis 
de la tomate s'accroît. à l'inverse de la luzerne dont les isolats présentent les quantités de 
protéines les plus faibles, 
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La mise en évidence des activités enzymatiques révèle que les lignées de plus en 
plus adaptées à la luzerne synthétisent les pectinases avec des taux croissants, en fonction 
du " degré " d'adaptation acquise. If y a donc une corrélation positive entre l'activité 
enzymatique et le degré d'adaptation des divers isolats à Ia luzerne, 

Il y a également une corrélation positive entre l'activité carboxyméthylcellulase 
et la source de carbone d'une part, et la croissance des isolats testés d'autre part : cette 
activité est absente sur pectine, mais présente sur glucose chez tous les isolats à l'exception 
de Ly, Let E;;. Ceci n'exclut pas que ces derniers soient capables de la synthétiser, mais ils 
soni sans doute limités par la nature de la source du carbone. En effet Gupta & Heale 
(1971), n'ont pas détecté d'activité cellulase chez Verticillium albo-atrum dans un milieu 
minimum plus glucose ; ils ont plutót conclu que seules la cellulose et la cellobiose sont 
capables d'induire une telle activité. 

L'isolat de Verticillium d'origine tomate, a donc surtout une grande activité 
cellulase : celle-ci est progressivement dégradée sous la pression de l'hôte luzerne, pour 
disparaître chez l'isolat Ly adapté à la luzerne. Cette perte est compensée par l'acquisition 
progressive des activités pectinases. Vasiliev er a£. (1992) ont montré que l'activité caseine 
kinase chez Verticillium dahliae disparaît sous l'effet du choc thermique, alors que dans 
cette étude, l'activité carboxyméthylcellulase a disparu, sous l'effet d'un choc d'une autre 
nature : la pression de l'hóte luzerne. On pourrait en déduire que la nature des enzymes 
extracellulaires sécrétées par les isolats de Verricillium est étroitement liée aux conditions 
du milieu de culture. 

Selon Kratka & Kudela (1981), la différence entre les plants de luzerne sensibles 
et résistants au Verticillium albo-utrum est due essentiellement à l'activité cellulolytique. 

De tout ce qui précède, il ressort que ces activités enzymatiques sont étroitement 
liées à la source de carbone dans le milieu : ceci est en accord avec les observations de 
Gupta & Heale (1971) et Carder et al. (1987) ; également au degré d'adaptaion des 
différents isolats issus de P,.S (d'origine tomate) à la Luzeme. 

Nos résultats laissent donc supposer que les parois squelettiques de fa tomate et 
de la luzerne différent par leur composition. À la suite d'inoculations et de réisolements 
successifs sur luzerne, l'isolat P,.S semble activer des gènes différents, commandant les 
activités enzymatiques aptes à dégrader la paroi de cette plante. 

L'adaptation progresive de Verticillium dahliae d'origine tomate à la luzerne, est 
donc la conséquence d'un ensemble de modifications affectant la synthése des protéines et 
les activités pectocellulolytiques du pathogène, suite de la pression effectuée sur lui par la 
plante hóte. 
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